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“Estudo comparativo da ação do fluoreto na morfologia branquial de 
Notothenia rossii e Notothenia coriiceps sob estresse térmico e salino” 
 
RESUMO  
Devido a posição central do crustáceo Euphausia superba , o krill , na malha trófica 
do ambiente antártico, bem como o bioacúmulo de fluoreto no seu exoesqueleto e a 
biomagnificação desse íon  no tecido ósseo dos animais Antárticos que dele se 
alimentam, sabe-se que  todos os vertebrados Antárticos, direta ou indiretamente, 
estão expostos  a uma sobrecarga de fluoreto. Esta fluorose desencadeia 
mecanismos moleculares, bioquímicos e morfológicos que podem, dependendo da 
magnitude, levar o animal à morte. Além disso, os registros climáticos dos últimos 
quarenta anos indicam um aumento de temperatura na Península Antártica. Este 
fato expõe os animais da região à alterações climáticas, principalmente relacionadas 
com alterações de salinidade, já que o degelo origina um grande volume de água 
doce no mar criando ambientes de baixa salinidade ou hiposmóticos, como é o caso 
da Baía do Almirantado onde localiza-se a Estação Antártica Comamdante Ferraz 
(EACF).  Diante disto, este trabalho tem por objetivo estudar comparativamente o 
efeito do fluoreto administrado via entérica (alimentação) e via peritoneal (injeção), 
sobre a estrutura branquial dos peixes Antárticos N. rossii e N. corriceps frente ao 
aumento de temperatura e redução de salinidade. As atividades de campo foram 
desenvolvidas na EACF, localizada na Península de Keller, Baia do Almirantado, Ilha 
Rei George, Arquipélago das Ilhas Shetlands do Sul, Península Antártica. Após o 
período de aclimatação, os peixes das duas espécies foram submetidos a diferentes 
condições experimentais durante 11 dias, em temperaturas de 0 e 4oC, salinidade de 
35 e 20psu e fluoreto via entérica e peritoneal (15mg/Kg). Amostras do tecido 
branquial foram fixadas em ALFAC (álcool 80%, formaldeído e ácido acético glacial), 
para o processamento em microscopia de luz e em Karnovsky (paraformaldeído 2%, 
glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato 0,1M pH 7.2 a 4C) para o processamento 
em microscopia eletrônica (transmissão e varredura). As amostras, dependendo a 
técnica utilizada, seguiram processamento padrão, já descritos na literatura. As 
alterações histopatológicas analisadas, em todas as situações experimentais, foram 
o descolamento e hipertrofia das células do epitélio respiratório, a hiperplasia do 
epitélio interlamelar, aneurisma, vacuolização e desestruturação das lamelas 
secundárias. As análises histológicas e ultraestruturais indicam que N. rossii e N. 
coriiceps possuem a estrutura branquial padrão descrita para outros peixes 
teleósteos. Alterações como a vacuolização e hipertrofia não foram observadas.  Já, 
descolamento, hiperplasia, aneurisma e desestruturação das lamelas secundárias, 
foram as alterações histopatológicas observadas, em maior ou menor percentagem, 
dependendo da situação experimental.  Maiores percentagens de ocorrência, 
geralmente, foram observadas em N. rossii quando comparada com N. coriiceps. A 
ocorrência de aneurismas é um exemplo deste fato. Em espécimes de N. rossii 
submetidos a 4◦C e 20psu (via entérica) foi observado nos animais controle 42,85%  
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de aneurismas e nos experimentos a 4◦C e 35psu os animais controle apresentaram  
80% e os experimentais 40% de aneurismas. Já, em N. coriiceps, as maiores 
incidências foram 14,29% na situação experimental de 0◦C e 20psu (via entérica) em  
animais controle e 28,57% na situação experimental de 0◦C e20psu (via peritonial) 
em animais experimentais. Descolamento do epitélio respiratório foi observado em 
todos os animais analisados. Já, a hiperplasia não foi observada em N. coriiceps, via 
peritonial, a 0◦C em ambas as salinidades testadas (35psu e 20psu) e via entérica a 
4◦C e 20psu e 4◦C e 35psu animais controle. Sob efeito do estresse térmico e salino 
a espécie Notothenia corriceps apresentou mais histopatologias quando comparada 
à espécie Notothenia rossii. A administração de fluoreto via entérica ou peritonial, 
não influenciou o surgimento das patologias observadas neste trabalho. 
 
 
Palavras-chaves: Antártica; Notothenídeos;  Histopatologia; Salinidade; Fluoreto. 
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1. Introdução  
 
A ictiofauna antártica está exposta a fortes restrições ambientais e certamente 
sua sobrevivência na região polar depende das várias adaptações sofridas ao longo 
do processo evolutivo (Eastman e Eakin, 2000; Eastman, 2005; di Prisco, 2006). Os 
peixes são organismos muito importantes na descrição de alterações fisiológicas em 
resposta à alterações ambientais, por apresentarem alguns processos fisiológicos 
básicos semelhantes a outros organismos e por possuírem o corpo submerso em 
água, permitindo seu contato direto com o ambiente, tornado-os sensíveis 
bioindicadores (di Prisco, 2006). 
Dentre os vários fatores abióticos presentes no ambiente marinho, a 
salinidade é um dos fatores que exerce grande pressão seletiva sobre os 
organismos (Varsamos, et al., 2005). Interfere em processos como a fertilização, a 
incubação de ovos, o crescimento larval (Boeuf, 2001) e o desenvolvimento dos 
peixes através da ação hormonal, pois alguns hormônios fundamentais na 
osmorregulação, também controlam a frequência de ingestão de alimentos e o 
crescimento do animal (Sakamoto, 2006). 
Outro fator que limita a sobrevivência dos organismos antárticos é a 
temperatura. Recentemente, estudos sobre o aquecimento e alterações climáticas 
indicam que a Península Antártica (Clarke et al., 2007), em especial nos últimos 40 
anos,  no litoral da Ilha Rei George (Barnes et al., 2006),  é uma das três regiões do 
planeta que está sofrendo acelerado aquecimento quando comparados ao restante 
do globo. Os resultados desse aquecimento podem ser detectados na retração das 
geleiras, no colapso das plataformas de gelo e na exposição de habitats que antes 
ficavam cobertos de gelo (Clarke et al., 2007). Esse fato, unido à formação de 
fiordes e retração das geleiras (significando grande volume de água doce no mar), 
podem indicar a formação de microhabitats marinhos com salinidade reduzida. Isso 
explica a necessidade de estudos com a fauna marinha sob variações de salinidade 
e de temperatura. 
Assim como outros peixes antárticos o gênero Notothenia é um importante elo 
da cadeia trófica antártica, conectando níveis inferiores à níveis superiores (La Mesa 
et al., 2004) . Servem de alimento para vários predadores como outros peixes, focas 
e aves, mas possuem também uma dieta bastante variada, alimentando-se de algas, 
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poliquetas, anfípodas, gastrópodes, bivalves e o krill Antártico. Sendo o último 
consumido preferencialmente no final da primavera e início do verão (Fanta et al., 
2003, La Mesa et al., 2006; Barrera-Oro & Piacentino, 2006, Smith et al., 2007). O 
krill Antártico apresenta bioacúmulo de fluoreto em seu exoesqueleto (Sands et 
al.,1998; Camargo, 2003).  Assim, os animais antárticos estão sujeitos à um 
consumo elevado de fluoreto e para evitar a fluorose em tecidos moles, os animais 
que consomem esse crustáceo apresentam o processo de biomagnificação desse 
íon em seu tecido ósseo (Camargo, 2003).   
A intoxicação por níveis altos de fluoreto pode levar ao aparecimento de 
vários sintomas antes da morte, como: hipoexcitabilidade, velocidade respiratória 
reduzida, letargia e comportamento apático (Camargo, 2003). Várias pesquisas já 
mostraram alterações a níveis moleculares em peixes antárticos devido à fluorose 
(Bacila et al., 1989; Wang et al., 2000; Camargo 2003). Bhatnagar (2007) 
demonstrou que teleósteos de água doce submetidos à fluorose desenvolveram no 
tecido branquial, alterações como hiperplasia lamelar, edema, metaplasia, 
telangiectasia lamelar. Houve também, modificação na estrutura de células pilares 
das brânquias devido ao aumento de células de cloreto.  
As brânquias são órgãos fundamentais para manter a homeostase corpórea 
de peixes teleósteos, principalmente em ambientes marinhos. Dentre as várias 
funções, podemos citar: trocas gasosas, regulação osmótica e iônica, regulação 
ácido-base e excreção de nitrogênio (Evans et. al., 2005). Através das brânquias 
passa um fluxo unidirecional de água, ou seja, o epitélio respiratório presente neste 
órgão, está diretamente em contato com o ambiente (Knut Schmidt-Nielsen, 1996; 
Pough et. al., 2003). A estrutura básica das brânquias baseia-se em um sistema de 
subdivisões sucessivas, e as trocas gasosas ocorrem nas menores unidades, as 
lamelas secundárias ou lamelas respiratórias. A vascularização branquial possui um 
arranjo cujo objetivo é maximizar as trocas gasosas (Schmidt, 1996; Pough et 
al.,2003). O epitélio branquial dos peixes é caracterizado por ser extremamente 
sensível, metabolicamente ativo e altamente dinâmico (Rankin et al.,1982, Hinton et 
al.,1992, Poleksic e Mitrovic-Tutundzic,1994). 
Considerando o registro do aumento da temperatura na Península Antártica, a 
constante ingestão de fluoreto por animais da região e o alto grau de sensibilidade 
do epitélio branquial, propõe-se nesse trabalho submeter as espécies endêmicas  
Notothenia rossi e Notothenia corriceps à diferentes condições experimentais de 
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temperatura e salinidade e verificar se há danos na estrutura branquial dessas 
espécies, e compará-las.  
 
 
2. Revisão Bibliográfica:  
 
 
De acordo com a Teoria da Deriva continental de Alfred Wegener, a 
plataforma Continental Antártica fazia parte do supercontinente Gondwana, até o 
final do Período Cretáceo. Devido a sua posição, a Antártica possuía, nessa época, 
climas amenos, águas mais quentes e com maior diversidade de vida (Eastman, 
1993).  Registros fósseis de peixes de água doce foram encontrados na Antártica e 
mostram afinidades biogeográficas com formas da Austrália, comprovando essa 
hipótese (Eastman, 1991). Quando o supercontinente Gondwana iniciou sua 
fragmentação (190 a 135 milhões de anos atrás), o Continente Antártico, iniciou sua 
derivação para a posição polar atual, tornando-se isolado dos outros continentes 
(Fig.1). Foi nessa época também que a Península Antártica teve sua formação 
iniciada. Já, as ilhas subantárticas, teriam emergido de maneira gradual do oceano 
(Eicher,1982).  
Quando a Passagem de Drake se abriu (a aproximadamente 30 a 14 milhões 
de anos), formou-se o Oceano Circum-Antártico ou Oceano Austral, que 
corresponde aproximadamente a 10% da superfície dos oceanos do planeta 
(Eastman, 2005). Mas, o isolamento antártico decorre principalmente da 
Convergência Antártica caracterizada por uma frente oceânica bem definida, 
originada pelo estabelecimento de correntes oceânicas circumpolares, que criaram 
uma frente oceânica tempestuosa e bem definida, isolando a Antártica climática e 
biologicamente (di Prisco et al, 1991). 
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Figura 1- Posição da Antártica no supercontinente Gondwana. A flecha indica a direção para a qual 
os continentes se direcionaram. (www.abagrp.cnpm.embrapa.br). 
 
Atualmente a Antártica, está localizada abaixo do paralelo 60ºS, situada à 
aproximadamente 550 milhas marítimas do sul da América do Sul, ocupando uma 
posição quase que concêntrica em torno do Pólo Sul, sendo o quinto e mais austral 
dos continentes (Bellisio & Tomo, 1974, Schuch,1997). O Continente Antártico 
representa quase 10% da área continental do planeta, totalizando 14 milhões de 
quilômetros quadrados (Bellisio & Tomo, 1974). Teve seu resfriamento, acontecendo 
de maneira gradual durante 20 milhões de anos, alcançando a temperatura de 0°C 
entre 3 e 5 milhões de anos atrás (Johnston et al.,1991). Cerca de 98% de suas 
terras estão cobertas de gelo e neve, durante o ano todo, com uma espessura que 
varia de 2.000 a 4.800 metros. A neve acumulada há milênios, tem afundado o 
continente e a plataforma continental em vários mil metros, de forma que, uma 
considerável porção de terra da Antártica encontra-se abaixo do nível do mar. 
Entretanto, existem montanhas que se projetam até 2.000 metros acima da 
superfície de gelo (Eastman, 1993). No inverno, pelo congelamento dos mares em 
sua volta, a área do Continente Antártico aumenta para 32 milhões de quilômetros 
quadrados, devido à formação de um  cinturão de cerca de 1.000 quilômetros de 
largura (Schuch,1997). Nos meses de verão, esse recua praticamente até o litoral 
com exceção dos mares de Weddel e Ross (Sidell, 2000). As temperaturas médias 
anuais variam de 0ºC (verão) a -15°C (inverno) no litoral e de -32° (verão) a -65°C 
(inverno) no interior do continente (Schuch,1997). 
O Continente Antártico é cercado pelo Oceano Circum-Antártico ou Oceano 
Austral (Sidell, 2000). Este oceano é constituído da porção sul dos oceanos 
Atlântico, Pacífico e Índico, e possui de 3.000 a 5.000 metros de profundidade. É 
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caracterizado por um sistema circumpolar de correntes e frentes hidrográficas, que 
influenciam diretamente a vida dos organismos polares que ali vivem (Ekau, 1991). 
Entre os paralelos 50º e 60ºS, existe uma barreira natural, a Convergência Antártica, 
que isola e separa o Oceano Austral dos oceanos que o formam. Esta Zona de 
Convergência estabeleceu-se à 30 milhões de anos atrás e afeta diretamente as 
condições locais de clima (di Prisco et al., 1991) (Fig. 2). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Continente Antártico cercado pelo Oceano Austral (A), delimitado pelo paral 
 
 
O Oceano Antártico é de grande importância, pois é o principal meio pelo qual 
ocorrem trocas de energia, calor e massa entre as três bacias oceânicas. Essas 
A 
B 
Figura 2. Continente Antártico cercado pelo Oceano Austral (A), delimitado pelo paralelo 60⁰ Sul 
e pela Convergência Antártica (B). (Fonte: http://sarracena.blogspot.com (A) e 
http://polardiscovery.whoi.edu/antarctica/circulation-en.html (B)). 
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trocas podem representar papel significativo no controle do clima mundial (Pereira et 
al. 2004).  Massas d’água formadas na Antártica se deslocam, ventilando outros 
oceanos e influenciando o clima e a riqueza das águas costeiras que banham os 
continentes. Outro papel importante desse Oceano é a troca de CO2 entre a água e 
a atmosfera (Ekau, 1991). 
A temperatura do mar nas áreas próximas ao continente nunca varia, 
permanecendo constantemente em –1,9ºC e nas regiões mais ao nordeste a 2°C. 
Na Península Antártica e nas ilhas subantárticas a temperatura pode variar de 
+1,5ºC no verão até –1,8ºC no inverno (Sidell, 2000). 
O regime de luz na Antártica é bem característico de regiões polares. No 
inverno há longos períodos sem luz enquanto que no verão a luz é praticamente 
constante. Já, na primavera e no outono as condições são intermediárias (Rivkin e 
Putt, 1987).  A penetração de luz no mar pode ser influenciada por diversos fatores, 
dentre os quais, a presença de gelo e de neve. A luz pode ser atenuada pelas 
comunidades microbianas deste ambiente. Além disso, a sazonalidade está 
diretamente relacionada à produção primária e biomassa. Por exemplo, no inverno a 
camada trófica sofre alterações principalmente na base da cadeia trófica, 
acarretando uma diminuição da biomassa (Donatti, 2002).  
 A radiação solar também afeta a salinidade da água. Durante os meses de 
inverno o oceano ao redor do continente congela devido à ausência de luz solar. 
Com a formação do gelo muitos sais dissolvidos na água do mar são excluídos, 
aumentando a salinidade e, consequentemente, a densidade da água tornando-a até 
duas vezes mais viscosas que a água dos mares temperados (Eastman, 1991) 
Todas as características listadas acima, certamente tiveram influência sobre 
as adaptações evolutivas da fauna marinha principalmente no que se refere a 
flutuabilidade, natação, percepção sensorial, ventilação branquial e filtração 
alimentar (Eastman, 1993; Donatti et al., 2008). Mas a adaptação mais singular dos 
peixes antárticos é a síntese de glicoproteínas anticongelantes. Essas moléculas 
são liberadas no sangue e em fluidos teciduais e suas propriedades reduzem o 
ponto de congelamento sem afetar o ponto de fusão. Assim, possibilitam aos 
organismos antárticos a sobrevivência em baixas temperaturas (Gieseg et al., 2000 
e Knut Schmidt-Nielsen, 1996).  
Além da presença das glicoproteínas anticongelantes os peixes antárticos 
possuem um comportamento conhecido como adaptação metabólica ao frio, isto é, 
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eles apresentam metabolismo relativamente baixo, mas as taxas metabólicas são 
mais altas do que o esperado caso fosse feita uma projeção do metabolismo de 
peixes temperados em temperaturas próximas a 0°C (Johnston et al., 1991). 
Estudos indicam que algumas enzimas de peixes antárticos são muito mais ativas 
em temperatura baixas quando comparadas às enzimas de peixes de águas mais 
quentes (Macdonald et al., 1987).  Entretanto, sabe-se que esses animais, 
apresentam baixa tolerância à variações de temperatura. Como são animais 
extremamente adaptados, qualquer variação em seu habitat pode ser determinante 
para interromper seu desenvolvimento (Portner, 2006). 
A ictiofauna antártica apresenta alto grau de endemismo, sendo 
exclusivamente marinha e correspondendo à 1% das espécies de peixes do mundo, 
o que caracteriza uma baixa diversidade (Eastman, 1993). Um dos motivos dessa 
escassez pode ser o regime de luz, que é o principal fator limitante para a 
disponibilidade de alimento (Fisher e Hureau, 1988).  
A Subordem Notothenoidei, predominante na região, está representa por oito 
famílias, 44 gêneros e 129 espécies, sendo que destas 101 são exclusivamente 
antárticas (Eastman, 2005). Isso significa aproximadamente 50% das espécies 
conhecidas na região Austral, sendo a família Notothenidae a mais abundante 
(Eastman, 2005). Estudos sugerem que esse grupo é monofilético, surgindo de um 
“vácuo ecológico”, e que a fauna anterior teria sido totalmente extinta (Eastman, 
1993). A grande maioria das espécies da família Notothenidae é sedentária 
demersal, mas algumas teriam se adaptado a viver no ambiente pelágico, e outras 
associadas ao gelo na superfície (DeVries, 1988). Caracterizados pela diversidade 
morfológica, os nototenióides adaptaram-se muito bem às condições do Oceano 
Antártico. Apesar de não estar claro o porquê dos nototenióides terem se adaptado 
melhor à Antártica que outros grupos, há uma hipótese de que a tolerância desse 
grupo às águas profundas propiciou refúgio durante a glaciação (Eastman, 1989; 
Ekau, 1991) 
 Pertencem à família Notothenidae as espécies Notothenia rossii e Notothenia 
coriiceps. Ambas são amplamente distribuídas, sendo encontradas nas regiões 
antárticas e subantárticas, assim como nas águas costeiras da Nova Zelândia e 
América do Sul, (Eastman, 1993). Representam duas das quatro espécies mais 
abundantes na Baia do Almirantado, local onde o presente estudo foi realizado, e 
são endêmicos da região antártica (Casaux et al., 1990; Barnes et al., 2006). São 
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encontradas em profundidades entre 0 e 550 metros (Kock, 1992; Gon e Heemstra, 
1991). Esses peixes não possuem bexiga natatória, e são normalmente mais densos 
que a água, assim alimentam-se e desovam próximo ao substrato (Kock, 1985b, 
1992). 
De maneira geral, Notothenia rossii, Notothenia coriiceps e as outras 
espécies de nototenídeos são caracterizadas, pela forma caudal e o comprimento do 
intestino, como carnívoros de natação lenta (Ojeda, 1986; Ekau, 1991). Entretanto 
estudos revelam que os hábitos alimentares de Notothenia rossii, podem variar de 
acordo com o estágio de desenvolvimento. Estágios mais jovens (pós-larva) 
alimentam-se principalmente de larvas de grandes crustáceos. Pequenos juvenis 
costeiros alimentam-se de copépodos planctônicos, anfípodas e larvas de peixes e 
de decápodas. Juvenis maiores alimentam-se principalmente de peixes, algas e 
outros grupos demersais como poliquetas, gastrópodes e decápodos (Hureau, 1970; 
Tarverdiyeva, 1972). As algas são um alimento regular e não são ingeridas 
acidentalmente (Bellisio, 1964; Burchett, 1983 apud Knox, 1994). 
 Notothenia rossii apresenta cabeça e corpo levemente comprimidos 
lateralmente, boca obliqua e possui duas nadadeiras dorsais. Os adultos possuem 
coloração marrom clara, sendo o dorso a parte mais escura e com pontos negros 
distintos ao longo do corpo. Já, os juvenis possuem diferentes padrões de coloração, 
que variam de amarelo a marrom ou laranja (Fisher e Hureau, 1985). (Fig.3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Fotografia de Notothenia rossii coletada no momento da pesca na Baía do   
Almirantado. (Foto: Beatriz Bove da Costa Boucinhas).  
 
A espécie Notothenia coriiceps é caracterizada como onívora com amplo 
espectro trófico, e seus hábitos alimentares podem variar de acordo com a 
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profundidade. Em águas rasas (até 20 metros de profundidade) a espécie consome 
preferencialmente animais bentônicos, ou seja, anfípodas, gastrópodes e bivalves 
(Richardson, 197; Knox, 1994). Já em profundidades superiores a 170 metros a 
dieta é composta preferencialmente de animais pelágicos, como peixes menores, 
anfípodas hiperrídeos e krill antártico (Euphasia superba) (Permitin & Tardiyera, 
1978; Knox, 1994). Segundo Knox (1994), à medida que o animal cresce o número 
de espécies e a quantidade de presas consumidas pode aumentar. 
 Adultos de Notothenia coriiceps possuem corpo largo, cabeça grande e 
levemente deprimida. A coloração do corpo aproxima-se do marrom escuro com 
manchas marrom claras, pretas ou esverdeadas, o abdome é amarelo claro, 
tornando-se amarelo-esverdeado com a idade (Fisher e Hureau, 1985). (Fig. 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Fotografia de Notothenia corriceps, coletada no momento da pesca na Baía do  
Almirantado. (Foto: Beatriz Bove da Costa Boucinhas)  
 
É importante ressaltar que estudos mais detalhados sobre os hábitos 
alimentares de Notothenia rossii e Notothenia coriiceps revelaram que esses animais 
alimentam-se preferencialmente de krill Antártico (Euphausia superba Dana), 
principalmente no final da primavera e no verão (Barrera-Oro, 1990).  
O krill Antártico possui uma posição central na malha trófica do ecossistema 
Antártico. Esse crustáceo possui como característica marcante, concentrações 
elevadas de fluoreto em seu exoesqueleto (Nicol & De La Maré, 1993). Assim todos 
os animais estão sujeitos direta ou indiretamente à uma sobrecarga de fluoreto, que  
normalmente acumula-se no tecido ósseo dos vertebrados Antárticos ( Aldelug et. 
al., 1985; Stands et. al.,1998; Camargo, 2003). Alguns estudos indicaram que no 
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caso de pingüins Adélia (Pygoscelis adeliae), o fluoreto é tamponado pelo tecido 
ósseo e apresenta meia vida de 3 a 4 semanas sendo excretado essencialmente 
pela cloaca. É possível dizer que a concentração de equilíbrio do fluoreto no osso 
dessa ave é de aproximadamente 10.000 mgF-/Kg d.w. (Culick, 1987).  Estudos com 
peixes antárticos da Ilha Elefante revelaram valores elevados de fluoreto no tecido 
ósseo em Gobionotothen gibberifons (1.156 gF-/g de peso seco), em 
Micromesistius australis (1.207 gF-/g de peso seco) e no Chaenocephalus aceratus 
(1.143 gF-/g de peso seco), quando comparado a peixes teleósteos marinhos de 
outras regiões (45 à 940 gF-/g de peso seco) (Oehlenschlager e Manthey, 1982).  
Acredita-se que esse tamponamento do fluoreto pelo tecido ósseo é um mecanismo 
de defesa para evitar o acúmulo de fluoreto nos tecidos moles do animal (Culick, 
1987).  
A preocupação com o fluoreto deve-se a ação tóxica desse íon na inibição 
enzimática (fosfatases, hexoquinase, arginase, enolase, succinato desidrogenase, 
dentre outras enzimas), e conseqüentemente na redução de atividade das vias 
metabólicas vitais, principalmente envolvendo o metabolismo energético e a síntese 
de proteínas (Pethe et al, 2002; Camargo, 2003). Estudos sobre a fluorose em tecido 
hepático do peixe Takifugo rubripes, revelou que há redução na expressão de 35 
proteínas e elevação na síntese de outras 16. Essa alteração pode estar relacionada 
com o estresse induzido pelo fluoreto sobre o retículo endoplasmático (Lu et al., 
2010). Esse teria relação com danos a nível de DNA podendo levar a célula à 
apoptose por fluorose (Giancarlo, 2006).   
Para Notothenia corriceps, foi descrito que a fluorose é também inibidora 
enzimática, prejudicial ao metabolismo da glicose e à síntese de proteínas. E pode 
também alterar a composição de ácidos graxos insaturados, de lipídeos estruturais e 
de reserva. Também a enolase dessa espécie é mais sensível à fluorose, sendo 
inibida com mais facilidade quando comparada a do pinguim papua e a do krill 
Antártico (Wang et al., 2000).  
A fluorose pode ainda aumentar a atividade de sistemas antioxidantes, pois 
sua toxicidade pode acelerar a formação de radicais livres, espécies reativas de 
oxigênio e nitrogênio e peroxidação de lipídeos (Zhang et al., 2007; Lu, et al., 2010).  
Acredita-se que a toxicidade do fluoreto pode acarretar mau funcionamento do 
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retículo endoplasmástico, interferindo na síntese de proteínas (Sharma et al.,2008),  
causando alteraçãos morfológicas e neoplásicas (Tsutsui et al., 1984).  
Para determinar os efeitos tóxicos de agentes químicos em tecidos e órgãos, 
diversos métodos podem ser utilizados, mas uma maneira rápida e eficaz é a análise 
histopatológica, pois permite a observação de alterações morfológicas em resposta 
ao estresse (Johnson et. al., 1993). Normalmente o fígado e as brânquias são 
analisados. O fígado por ter papel fundamental no metabolismo dos animas (Jobling 
& Sumpter, 1993) e as brânquias por possuírem grande superfície de contato e 
estarem diretamente relacionadas à resistência contra patógenos e substancias 
toxicas, além do contato direto com o ambiente (Shephard, 1994).  
Os peixes teleósteos possuem quatro pares de arcos branquiais (Fig. 5), 
localizados no interior da cavidade faríngea, que são sustentados por um esqueleto 
ósseo e atuam como suporte para estruturas denominadas lamelas primárias ou 
filamentos (Randall et al., 2000). Estendem-se de ambos os lados de cada lamela 
primária as lamelas secundarias que consistem de estruturas semicirculares, 
compostas essencialmente de camadas finas de células epiteliais separadas por 
células pilares, formando assim o epitélio respiratório, onde ocorrem efetivamente as 
trocas gasosas (Laurent, 1982; Ferguson, 1995). Essas estruturas formam um 
sistema de subdivisões sucessivas e estão dispostas dessa maneira a fim de 
aumentar a superfície de contato (Fig. 6).  
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Figura 5.Fotografia da vista lateral de Notothenia coriiceps, mostrando as fendas e os quatro arcos 
branquiais na cavidade opercular (Adaptado de: Rios, 1997).  
 
Fig. 6: Representação das brânquias de peixes teleósteos em aumentos crescentes. As setas pretas 
contínuas indicam o fluxo de água; setas e linhas tracejadas indicam o fluxo de sangue. (Fonte:Knut 
Schmidt-Nielsen, 1996). 
 
Além das células pilares, vários tipos celulares compõem o epitélio branquial, 
em particular, células pavimentosas de revestimento, células de cloreto e células 
produtoras de muco (Monteiro, 2004). As células pilares delimitam os espaços 
sanguíneos, por onde fui o sangue, com seus prolongamentos (Ferguson, 1995). As 
células pavimentosas são freqüentes nos espaços interlamelares, no epitélio das 
lamelas, representando normalmente 95% do epitélio branquial.  
Estão ligadas às células pavimentosas, por meio de junções ocludentes e 
desmossomos, as células de cloro descritas pela primeira vez por Keys e Wilmer em 
1932. Essas células são ricas em mitocôndrias e possuem a função de excretar 
cloro. Geralmente ocupam uma pequena porção da superfície epitelial exposta e 
encontram-se normalmente nas regiões inter-lamelares (Perry et al., 1996; Parvez et 
al., 2005).  
As células produtoras de muco podem ser encontradas em número elevado 
nas brânquias. Essas células sintetizam e secretam mucina, uma glicoproteína que é 
o principal componente orgânico do muco. A principal função dessas células é criar 
uma camada de muco que, combinada com a água imediatamente em contato com 
o epitélio branquial, fornece um microambiente que pode apresentar condições 
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bastante diferentes do ambiente externo. Acredita-se que esse microambiente ajude 
na proteção contra patógenos. Além de impedir que microorganismos estranhos se 
fixem, o muco possui a capacidade de coagulação e precipitação de partículas em 
suspensão (Monteiro, 2004). 
As lamelas secundárias são de fato as estruturas responsáveis pela 
respiração. A absorção de oxigênio é potencializada tanto por essa subdivisão como 
pela direção da corrente sanguínea, que é oposta à do fluxo da água, formando um 
sistema de contracorrente (Hughes, 1984). Assim o gradiente de difusão através das 
brânquias é constante, permitindo que o oxigênio seja absorvido e o dióxido de 
carbono eliminado (Knut Schmidt-Nielsen, 1996). 
As brânquias desenvolvem diversas funções nos peixes, sendo estruturas 
vitais. Estão envolvidas nos mecanismos de respiração e excreção (Evans et al., 
2005). Além do controle do estresse osmótico, principalmente em peixes teleósteos 
(Randal, et. al., 2000). 
Notothenia rossii e Notothenia coriiceps são peixes marinhos, e estão em 
constante risco de perder a água do corpo para o ambiente, pois são hiposmóticos 
em relação à água do mar (Mazeaud e Mazeaud, 1981). Para compensar essa 
inevitável perda de água por osmose, os peixes marinhos ingerem água 
constantemente (McCormick, 1995; Shimidt e Nielsen, 1996; Randal et al., 2000; 
Pough et al., 2003). No entanto, ao recuperar o conteúdo hídrico pela ingestão de 
água, grande quantidade de sal acabam sendo absorvidas, e o organismo precisa 
eliminar o excesso de sal. Para que o ganho fluido seja eficiente, o sal deve ser 
excretado em concentrações superiores à da água do mar. Como o rim de peixes 
teleósteos, que é o caso de Notothenia rossii e Notothenia coriiceps, não consegue 
produzir uma urina mais concentrada que o sangue, as brânquias são responsáveis 
por fazer essa excreção, participando assim ativamente da regulação osmótica 
(Randal, et al., 2000 e Knut Schmidt-Nielsen, 1996).  
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3. Objetivos   
 
3.1 Geral: 
          
           Avaliar, sob o aspecto histopatólogico e ultraestrural,  a ação do fluoreto na 
estrutura branquial de Notothenia rossii e Notothenia corriceps sob estresse térmico 
e hiposmótico. 
 
 
3.2 Específicos: 
 
- Caracterizar, através de microscopia de luz e microscopia eletrônica, a estrutura 
histológica padrão das brânquias dos peixes antárticos Notothenia rossii e 
Notothenia coriiceps. 
 
-  Determinar, através de microscopia de luz e microscopia eletrônica, a ação do 
fluoteto, via peritonial, na estrutura branquial de Notothenia rossii e Notothenia 
coriiceps sob estresse térmico e salino. 
 
-  Determinar, através de microscopia de luz e microscopia eletrônica, a ação do 
fluoteto, via entérico,  na estrutura branquial de Notothenia rossii e Notothenia 
coriiceps sob estresse térmico e salino. 
 
- Comparar, sob o aspecto histológico e ultraestrutural, a ação do efeito do fluoreto, 
via entérico e via peritoneal, na estrutura branquial de Notothenia rossii e Notothenia 
coriiceps sob estresse térmico e salino. 
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4. Material e Métodos 
4.1. Área de Estudo 
 
Os bioensaios descritos neste trabalho foram realizados na Estação Antártica 
Comandante Ferraz (EACF) localizada na Baía do Almirantado, no setor central da 
ilha Rei George, Arquipélago das Shetlands do Sul, na Península Antártica (Kern, 
2008 apud Rakusa-Suszczewski, 1995). (Fig. 7). 
 
 
Figura 7: Localização da Estação Antártica Comandante Ferraz (Fonte: Simões,2004). 
 
A Ilha Rei George, está situada entre as coordenadas 61º50’ – 62º15’S e 
57º30’ – 59º00’W (Bintanja, 1995), possui uma área total de 1.300 quilômetros 
quadrados e aproximadamente 90% de sua superfície está coberta de gelo. É a 
maior ilha do Arquipélago das Shetlands do Sul, um conjunto de 62 ilhas e 52 
rochedos localizados a oeste da Península Antártica (Rakusa-Suszczewski, 1993). A 
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passagem de sucessivos sistemas ciclônicos determina o clima da Ilha, pois 
transportam ar aquecido e únido, fortes ventos e grande volume de precipitação 
(Bintanja, 1995).  
A Baía do Almirantado é um vale pós-glacial aberto para o Estreito de 
Bransfield no lado sul da Ilha de Rei George (Rakusa-Suszczewski, 1993). Ao norte 
estão localizadas três enseadas: Ezcurra, Mackellar e Martel (Pruszak, 1980). A 
costa litorânea se estende desde Demay Point até Punta Martins, totalizando uma 
extensão de 91 quilômetros, com cerca de 85,5% da área total coberta de gelo 
(Rakusa-Suszczewski, 1993). Possui uma área superficial de 122,08 quilômetros 
quadrados e profundidade máxima de 530-540 metros (Rios, 1997), totalizando um 
volume de água de 24 quilômetros cúbicos. É a maior das baías da Ilha Rei George 
(Rakusa-Suszczewski, 1980). Está localizada na latitude 62°05’S e 58°23’W, 750 km 
a sudeste da América do Sul e constitui uma área de grande interesse ambiental e 
científico (Rakusa-Suszczewski,1993). A temperatura média anual varia de -1,7 a -
2,0°C na superfície, de -1,1 a +0,28 a 400 metros de profundidade e na coluna 
d’água é de +0,4°C em média (Kulenz, 1994).  O fundo da parte central da baía é 
lodoso e inclinado, com a presença de muitas morainas e cumes que correspondem 
aos períodos de máxima glaciação. Quando observada em corte transversal tem 
formato de U (Pruszak, 1980). 
 
4.2. Coleta  
 
Os espécimes de Notothenia rossii e Notothenia coriiceps, coletados na Baía 
do Almirantado pesavam entre 300 a 600 gramas. Para a captura dos animais foi 
utilizado linha e anzol (Fig. 8-B) e os pontos de coleta foram Punta Plaza e Glaciar 
Ecology (Fig. 9), entre 10 a 20 metros de profundidade. Os peixes foram 
transportados dos locais de coleta para os aquários da EACF e mantidos sob 
condições controladas de temperatura, salinidade e aeração. A pesca foi conduzida 
a bordo de botes pneumáticos do tipo “Zodiac” (Fig. 8-A) e os peixes acondicionados 
em caixas plásticas, sendo a troca de água realizada manualmente durante o 
percurso. 
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Figura 8. (A):Fotografia dos botes pneumáticos do tipo “Zodiac” utilizados nas saídas de campo e (B)  
Captura realizada com linha e anzol. (Fotos: Beatriz Bove da Costa Boucinhas). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura. 9: Mapa da Baía do Almirantado indicando os locais de coleta: PP- Punta Plaza; AR: Glaciar 
Ecology; CF: Estação Antártica Comandante Ferraz (Fonte: Edson Rodrigues Júnior). 
 
 
 
A B 
28 
 
4.3. Arranjo Experimental 
  
Os bioensaios foram conduzidos em salas contendo tanques com 
temperatura controlada, nas dependências da EACF, no período de novembro de 
2009 a fevereiro de 2010. A água do mar foi captada a uma profundidade de 4 
metros, em frente a EACF, e bombeada para os aquários. A densidade foi 
aproximadamente um peixe por 0,150 m3.  
Os animais foram alocados em aquários de 1000L (Fig. 10-A, B), por um 
período de 3 dias para aclimatação, em condições próximas as da natureza 
(salinidade: 35psu e temperatura: 0oC). Os aquários foram limpos a cada dois dias e 
50% da água trocada. Todos os experimentos foram realizados com no máximo 6 
peixes/ aquário, utilizando um total de 16 peixes/ experimento.  
 
Figura 10: Módulo de aquário da Estação Antártica Comandante Ferraz (A).  Espécimes de N. 
corriceps acondicionados em tanque (B). (Fotos: Edson Rodrigues Júnior). 
 
Os experimentos em ambiente hiposmótico foram conduzidos reduzindo a 
salinidade, gradativamente, ao longo de um período de 6 horas, adicionando água 
doce nos aquários. A alimentação, a base de músculo epaxial de peixes Antárticos, 
foi oferecida diariamente na quantidade correspondente a 1% da sua massa 
corpórea.  
A B 
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Posterior ao período de aclimatação, os peixes foram submetidos a diferentes 
condições experimentais durante 11 dias, em temperaturas de  0oC e 4oC, salinidade 
de 35 e 20 psu e fluoreto via entérica e peritoneal(15mg/kg) conforme os modelos 
experimentais esquematizados na Fig. 11. 
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Figura 11 -  Desenho esquemático do protocolo experimental de Fluorose Induzida Via Entérica (A). 
Desenho esquemático do protocolo experimental de Fluorose Induzida Via Peritoneal (B). 
Delineamento experimental das variáveis das condições experimentais (C). 
 
Após o término do experimento os animas foram anestesiados com 
benzocaína (na proporção de 1 grama para 20 litros de água) e em seguida 
sacrificados com secção da coluna vertebral. As brânquias foram imediatamente 
coletadas e duas porções do segundo arco branquial separadas, e fixadas para 
análise microscópica e ultraestrutural. 
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4.4. Processamento histológico e ultraestrutural 
 
A porção branquial coletada para microscopia de luz foi fixada em ALFAC 
(álcool 80%, formaldeído e ácido acético glacial) durante 16 horas. Depois da 
fixação, as peça foram transferidas para o álcool 70%, onde permaneceram até o 
início do processamento histológico realizado no Laboratório de Biologia Adaptativa 
na Universidade Federal do Paraná.   
A desidratação ocorreu em série alcoólica crescente e a diafanização ocorreu 
em Xileno. Para impregnação e inclusão utilizou-se Paraplast PlusSigma. A 
microtomia foi feita em Micrótomo da marca Leica RM 2145. Os cortes de 5 µm de 
espessura, foram aderidos às laminas com Albumina de Meyer 1%. A coloração 
realizada com Hematoxilina e Eosina (Clark, 1981), com o intuito de evidenciar as 
estruturas celulares.  O meio de montagem utilizado foi o Polymount ®(Sigma). As 
lâminas foram previamente selecionadas e posteriormente analisadas e fotografadas 
em Fotomicroscópio Olympus PM AD. 
Na Fig. 12 temos o fluxograma da microscopia óptica utilizada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Figura 12: Fluxograma do processamento de Microscopia de Luz. 
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Para microscopia eletrônica, de varredura e transmissão, a porção branquial     foi 
fixada em Karnovsky (paraformaldeído 2%, glutaraldeído 2,5% em tampão 
cacodilato 0,1M pH 7,2 a 40C) (Karnovsky, 1965).  
Para microscopia eletrônica de transmissão, o material foi pós-fixado em 
tetróxido de ósmio a 2% em tampão cacodilato 0,1M pH 7,2 a 40C durante 1 hora. 
A contrastação em blocos foi feita com acetato de uranila 2% durante 2 horas. O 
material foi desidratado em série alcoólica crescente e sem seguida colocado em 
acetona. A impregnação e inclusão ocorreram em resina Epon-812 (Luft, 1961). 
Os cortes foram obtidos em ultramicrótomo Sorval Porter Blum MT-2 com 
utilização de navalhas de vidro e de diamante. Os cortes ultra-finos foram 
contrastados em solução aquosa de acetato de uranila 2%(Watson, 1958) e 
nitrato/acetato de chumbo (Reynolds, 1963). A observação do material foi 
realizada em microscópio eletrônico de transmissão JOEL 12OOEX II Centro de 
Microscopia Eletrônica da UFPR.  
   Na Fig. 13 temos o fluxograma de microscopia eletrônica de transmissão 
utilizada.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Figura. 13: Fluxograma do processamento de Microscopia Eletrônica de Transmissão.  
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Para processamento em microscopia eletrônica de varredura após fixação em 
Karnovsky o material foi desidratado em série alcoólica crescente e acetona. O 
ponto crítico foi obtido em um Bal-Tec CPD – 030 com gás carbônico. A metalização 
em ouro foi obtida em um Balzers SCD – 030. As análises e a documentação do 
material foram feitas no microscópio eletrônico de varredura JEOL-JSM 6360 LV do 
Centro de Microscopia Eletrônica – UFPR. 
Na Fig. 14 temos o fluxograma de microscopia eletrônica de varredura 
utilizada.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14: Fluxograma do processamento de Microscopia Eletrônica de Varredura.  
 
4.5. Alterações histológicas analisadas 
 
Descolamento do epitélio respiratório ou edema, hipertrofia das células do 
epitélio respiratório, proliferação celular ou hiperplasia do epitélio interlamelar (fusão 
das lamelas respiratórias), aneurisma, talangectasia ou congestão sanguínea, 
vacuolização e desestruturação das lamelas secundárias foram as alterações 
histopatológicas identificadas e analisadas segundo Mallat (1985). 
COLETA E 
DISSECÇÃO 
DOS PEIXES
FIXAÇÃO
Karnovsky
DESIDRATAÇÃO
ÁLCOOL 50%
ÁLCOOL 70%
ÁLCOOL 90%
ÁLCOOL 100% - I
ÁLCOOL 100% - II
PONTO CRÍTICO
METALIZAÇÃO
ANÁLISE E 
DOCUMENTAÇÃO
Mev JEOL JSM 6360 LV.
AVALIAÇÃO 
ULTRAESTRUTURAL
BRÂNQUIAS
34 
 
4.6. Teste do Quiquadrado 
 
O teste x2 (qui-quadrado), com significância de 5%, foi aplicado sobre os 
valores das freqüências de ocorrência de histopatologias nas duas espécies 
estudadas, usando o Microsoft Office Excel 2007®.  
Os cálculos foram realizados de duas maneiras. Primeiramente o cálculo foi 
realizado comparando animais controle e experimentais em cada experimento, com 
o objetivo de verificar se houve diferença significativa na ocorrência de 
histopatologias apenas pela influência da administração do fluoreto. Posteriormente 
calculou-se comparando os animais submetidos a estresse térmico e salino com os 
animais da condição 35psu e 0⁰C, a fim de verificar se as patologias observadas 
eram resultado da alteração da salinidade e ou temperatura. 
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5. Resultados 
 
5.1 Descrição da estrutura branquial padrão de N. rossii e N. coriiceps 
 
    A estrutura brânquial de N. coriiceps e N. rossii segue a morfologia padrão 
descrita para outras espécies de peixes teleósteos. Na Figura 15, temos imagens 
das brânquias dessas espécies nas diferentes técnicas microscópicas utilizadas 
neste trabalho. Os filamentos, também chamados de lamelas primárias, são duplos 
e apresentam inúmeras projeções, em ambas as superfícies, ventral e dorsal, as 
chamadas lamelas secundárias que estão dispostas perpendicularmente às lamelas 
primárias (Figs.15-A,B). Quanto a organização histológica e ultraestrutural as 
lamelas secundárias são revestidas por células epiteliais pavimentosas que estão 
separadas pelas células pilares e pelos espaços sangüíneos(Fig.15-E). Em ambas 
as espécies foram observadas nas regiões interlamelares e nas lamelas secundárias 
células de muco (Fig. 15-A) e células de cloreto (Fig. 15-D).  As células de muco 
apresentam, uma aparência granular, com retículo endoplasmático e 
conseqüentemente o aparelho de Golgi bem desenvolvido (Fig. 15-C). Possuem 
núcleo de posição basal, com predomínio de eucromatina (Fig. 15-C). Já, as células 
de cloreto possuem grande quantidade de mitocôndrias com alto polimorfismo e 
núcleo centralizado (Fig. 15-D). 
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Figura 15: Morfologia padrão da estrutura branquial de Notothenia rossi e Notothenia 
corriceps  sob  as diferentes técnicas de Microscopia utilizadas. A - Microscopia de Luz – Aumento: 
100x. Observar lamela primária (LP), lamela secundária (LS) e região interlamelar (IL). B – 
Microscopia eletrônica de varredura. Observar lamela primária (LP) e lamela secundária (LS). C – 
Microscopia eletrônica de transmissão. Observar a célula de muco (seta), com núcleo em posição 
basal (N), complexo de Golgi bem desenvolvido e grânulos de secreção (GS). D – Microscopia 
eletrônica de transmissão. Observar célula de cloreto (seta curva) e núcleo (N). E – Microscopia 
eletrônica de transmissão, observar espaço sangüíneo (ES), célula epitelial (CE) e célula pilar (CP).  
CG 
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5.2 Descrição qualitativa das patologias observadas:  
    
Não foi observada alteração ultraestrutural nas brânquias das duas espécies, 
em nenhuma condição experimental, nas análises de microscopia eletrônica de 
transmissão. Em microscopia eletrônica de varredura, foi registrada apenas uma 
imagem do epitélio branquial de N. corriceps apresentando hiperplasia celular na 
lamela secundária.  
          Nas Figura 16 e 17 temos imagens em microscopia de luz das alterações 
morfológicas encontradas quando avaliamos a ação do fluoreto sob a estrutura 
branquial de N. rossii e N. coriiceps sob estresse térmico e hiposmótico, via entérico 
e peritonial.  
       Vacuolização e hipertrofia das células do epitélio respiratório não foram 
observadas em nenhum espécime analisado, tanto de N. rossii quanto de N. 
coriiceps. O descolamento branquial caracteriza-se pela formação de um espaço 
que pode ser preenchido por água, separando as células pilares do epitélio lamelar, 
aumentando a distância entre o sangue e o meio externo (Fig. 16-A, B e C). O 
descolamento do epitélio branquial foi observado nas duas espécies em 
praticamente todas as condições experimentais, com exceção de N. rossii submetido 
à 0⁰C a 20 psu. Inclusive em animas controle e experimentais.  A proliferação celular 
também conhecida como hiperplasia do epitélio interlamelar origina-se de um 
aumento de células na estrutura branquial muitas vezes resultando da fusão das 
lamelas respiratórias (Fig. 17-C, D e E). Aneurisma, talangectasia ou congestão 
sanguínea foi outra alteração patológica observada nas duas espécies analisadas. 
Ocorre o aumento do volume de sangue em uma região por intensificação do aporte 
sanguíneo ou diminuição do escoamento venoso. Quando há lesão das células 
pilares, esta congestão é seguida de uma dilatação do espaço sanguíneo (Fig. 17-A 
e B). A desestruturação das lamelas secundárias caracterizou-se pela perda da 
estrutura padrão dessas lamelas (Fig. 16-D).  
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Figura 16. Microscopia de Luz das alterações histopatológicas branquiais encontradas em Notothenia 
rossii e Notothenia corriceps. Em (A) observar o epitélio branquial, com descolamento, de um 
espécime N. rossii, submetido a 0⁰C e 20 psu, com fluoreto administrado via peritoneal. Aumento: 50x. 
Em (B) e (C) observar o epitélio branquial, também com descolamento, de um espécime N. corriceps 
submetido a 4⁰C e 20 psu, com fluoreto administrado via peritoneal. Aumentos: 100x e 200x 
respectivamente. Em (D) é possível observar a desestruturação das lamelas secundárias de um 
espécime N. corriceps submetido 0⁰C e 35 psu, com fluoreto administrado via entérica. Aumento:200x. 
A B
C D
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Figura 17: Epitélio branquial de N. rossii e N. corriceps em duas técnicas de microscopia. (A), (B), C) e (D), 
são imagens de microscopia de luz e (E) de microscopia eletrônica de varredura. É possível observar em 
(A) e (B), o epitélio branquial de N. rossii (animal experimental) submetido à 4⁰C e 20psu, com fluoreto 
administrado via peritoneal, apresentando aneurima (seta curva). Nota-se aumento no volume de células 
sanguíneas, na extremidade das lamelas secundárias. Aumento: A e B = 200x.  Em (C) é possível observar 
epitélio branquial de N. rossi (animal experimental), submetido a 0⁰C e 20psu, com fluoreto administrado via 
entérica,  apresentando hiperplasia das lamelas (seta). Aumento: 100x.  Em (D) é possível observar epitélio 
branquial de N. corriceps (animal controle), submetido a 0⁰C e 35psu, com fluoreto administrado via 
entérica, apresentando hiperplasia das células, levando inclusive à fusão das lamelas. Aumento: 100x. Em 
(E) é possível observar o epitélio branquial de N. corriceps (animal controle), submetido a 0⁰C e 35psu, com 
fluoreto administrado via entérica,  com hiperplasia de células levando à fusão de lamelas. 
A B
C D
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5.3 Análises quantitativas das patologias observadas 
 
5.3.1Análises histopatológicas de Notothenia rossii - Fluorose induzida por via 
entérica. 
 
           A ação do fluoreto, via entérica, na estrutura branquial de Notothenia rossii 
sob estresse térmico e hiposmótico pode ser visualizada na Tabela 01 e Figura 18.  
 
Tabela 1: Porcentagem de alterações histopatológicas encontradas em espécimes de Notothenia 
rossii submetidos à diferentes condições de temperatura e salinidade de fluorose induzida via 
entérica.  
 
 
 
Figura 18- Porcentagem de lesões histopatológicas encontradas, em animais controle (alimentados 
com músculo livre de fluoreto) e experimentais (alimentados com músculo contaminado com fluoreto) 
submetidos a diferentes condições de temperatura e salinidade.  
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5.3.2 Análises histopatológicas de Notothenia rossii - Fluorose induzida por via 
peritonial. 
            
A ação do fluoreto, via peritonial, na estrutura branquial de Notothenia rossii sob 
estresse térmico e hiposmótico pode ser visualizada na Tabela 02 e Figura 19.  
 
Tabela 2: Porcentagem de alterações histopatológicas encontradas em espécimes de Notothenia 
rossii submetidos à diferentes condições de temperatura e salinidade. Nesta tabela estão listados os 
animais experimentais e controle, de fluorose induzida via peritonial.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
19- Porcentagem de lesões histopatológicas encontradas, em animais controle (recebiam injeção 
peritoneal com solução fisiológica) e experimentais (recebiam injeção peritoneal com solução 
fisiológica contaminada com fluoreto) submetidos a diferentes condições de temperatura e salinidade.  
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5.3.3 Análises histopatológicas de Notothenia corriceps - Fluorose induzida 
por via entérica. 
 
           A ação do fluoreto,via entérico, na estrutura branquial de Notothenia coriiceps 
sob estresse térmico e hiposmótico pode ser visualizada na Tabela 03 e Figura 20.  
 
Tabela 3: Porcentagem de alterações histopatológicas encontradas em espécimes de Notothenia 
corriceps submetidos à diferentes condições de temperatura e salinidade. Nesta tabela estão listados 
os animais experimentais e controle, de fluorose induzida via entérica.  
 
 
 
 
 
Figura 20- Porcentagem de lesões histopatológicas encontradas, em animais controle (alimentados 
com músculo livre de fluoreto) e experimentais (alimentados com músculo contaminado com fluoreto) 
submetidos a diferentes condições de temperatura e salinidade. 
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5.3.4. Análises histopatológicas de Notothenia corriceps - Fluorose induzida 
por via peritonial. 
 
           A ação do fluoreto,via peritonial, na estrutura branquial de Notothenia 
coriiceps sob estresse térmico e hiposmótico pode ser visualizada na Tabela 04 e 
Figura 21.  
 
Tabela 4: Porcentagem de lesões histopatológicas encontradas em espécimes de Notothenia rossii 
submetidos à diferentes condições de temperatura e salinidade. Nesta tabela estão listados os 
animais experimentais e controle, de fluorose induzida via peritonial.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21.  Porcentagem de lesões histopatológicas encontradas, em animais controle (recebiam 
injeção peritoneal com solução fisiológica) e experimentais (recebiam injeção peritoneal com solução 
fisiológica contaminada com fluoreto) submetidos a diferentes condições de temperatura e salinidade. 
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5.3.5. Análise comparativa das histopatologias encontradas em Notothenia 
rossi e Notothenia corriceps - Fluorose induzida por via entérica. 
 
 Na Figura 22 temos a análise comparativa da fluorose induzida por via 
entérica entre Notothenia coriiceps e Notothenia rossii,  
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Figura 22.  Porcentagem de alterações histopatológicas encontradas, em animais controle e 
experimentais das diversas condições experimentais de flourose induzida via entérica. 
Comparação entre Notothenia rossii e Notothenia corriceps. (A) Comparação da frequência de 
descolamento do epitélio respiratório nas duas espécies, sob as diferentes condições de estresse 
térmico e salino. (B) Comparação da frequência de hiperplasia lamelar nas duas espécies, sob as 
diferentes condições de estresse térmico e salino. (C) Comparação da frequência de aneurisma no 
epitélio branquial duas espécies, sob as diferentes condições de estresse térmico e salino. 
45 
 
5.3.6. Análise comparativa das histopatologias encontradas em Notothenia 
rossi e Notothenia corriceps - Fluorose induzida por via peritoneal. 
 
Na Figura 23 temos a análise comparativa da fluorose induzida por via 
peritonial entre Notothenia coriiceps e Notothenia rossii.  
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Figura 23.  Porcentagem de lesões histopatológicas encontradas, em animais controle e 
experimentais das diversas condições experimentais de flourose induzida via peritoneal. 
Comparação entre Notothenia rossii e Notothenia corriceps. (A) Comparação da frequência de 
descolamento do epitélio respiratório nas duas espécies, sob as diferentes condições de estresse 
térmico e salino. (B) Comparação da frequência de hiperplasia lamelar nas duas espécies, sob as 
diferentes condições de estresse térmico e salino. (C) Comparação da frequência de aneurisma no 
epitélio branquial duas espécies, sob as diferentes condições de estresse térmico e salino. (D) 
Comparação da frequência de desestruturação das lamelas secundárias duas espécies, sob as 
diferentes condições de estresse térmico e salino. 
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5.3.7 – Teste de Hipótese.   
 
Nas tabelas 5  e 6  temos o teste do quiquadrado, com significância de 5%, 
para verificar se houve diferença significativa entre os animas controle e 
experimentais de cada situação experimental. 
 
 
Tabela 5. Teste do quiquadrado realizado os animais controle e experimentais de cada bioensaio. 
Fluorose induzida via entérica. 
 
 
 
 
Tabela 6. Teste do quiquadrado realizado os animais controle e experimentais de cada bioensaio. 
Fluorose induzida via peritoneal. 
 
 
 
 
 
Experimento 
Alimentação 
      Espécie Descolamento 
Branquial Hiperplasia Aneurisma 
0ºC e 35 psu N. rossii 0.066 0.25 0.1 
0ºC e 20 psu N. rossii 0 0.214 0.429 
4ºC e 35 psu N. rossii 0.0856 0.133 0.133 
4ºC e 20 psu N. rossii 0 0.027 1.29 
0ºC e 35 psu N. corriceps 0.4168 0.8786 1.7297 
0ºC e 20psu N. corriceps 3.9334 0.0123 0.8518 
4ºC e 35psu N. corriceps 0 1.252 ------ 
4ºC e 20psu N. corriceps 0.0784 ------ 0.0245 
Experimento 
Alimentação 
      Espécie Descolamento 
Branquial Hiperplasia Aneurisma 
0ºC e 35 psu N. rossii 0.2222 1.286 0.334 
0ºC e 20 psu N. rossii 0.6 1.0 0.334 
4ºC e 35 psu N. rossii 0.25 2.0 2.0 
4ºC e 20 psu N. rossii 0.03 1.252 1.512 
0ºC e 35 psu N. corriceps 0.8908 ---- ---- 
0ºC e 20psu N. corriceps 0.0355 ---- 0.1937 
4ºC e 35psu N. corriceps 0.1472 0.1472 1.2727 
4ºC e 20psu N. corriceps 0.0015 0.0015 0.7714 
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Nas tabelas 7 e 8 temos o teste do quiquadrado para verificar se houve 
diferença significativa entre os animas controle e experimentais de cada situação 
experimental. 
 
Tabela 7. Teste do quiquadrado realizado entre os animais controle (35psu e 0ºC) versus os animais 
experimentais e controle de cada bioensaio realizado. Fluorose induzida via entérica. 
 
Experimento 
Alimentação 
Controle/ 
Experimentais 
Espécie Descolamento 
Branquial 
Hiperplasia Aneurisma 
0ºC e 20 psu Controle N. rossii 6.126 0.00405 0.09 
0ºC e 20 psu Experimentais N. rossii 7.0 0.334 0.142 
4ºC e 35psu Controle N. rossii 0.0013 0.008 0.755 
4ºC e 35psu Experimentais N. rossii 0.07 4.075 0.336 
4ºC e 20psu Controle N. rossii 0.062 1.29 0.0268 
4ºC e 20psu Experimentais N. rossii 0.066 1.0 1.0 
0ºC e 20 psu Controle N. corriceps 5.371 0.2143 0.2143 
0ºC e 20 psu Experimentais N. corriceps 5.25 0.2844 1.5088 
4ºC e 35psu Controle N. corriceps 2.8238 1.222 ----- 
4ºC e 35psu Experimentais N. corriceps 5.44 0 ----- 
4ºC e 20psu Controle N. corriceps 1.8 0 0.3333 
4ºC e 20psu Experimentais N. corriceps 2.576 ---- 0.6063 
 
 
Tabela 8. Teste do quiquadrado realizado entre os animais controle (35psu e 0ºC) versus os animais 
experimentais e controle de cada bioensaio realizado. Fluorose induzida via peritoneal. 
 
Experimento 
Alimentação 
Controle/ 
Experimentais 
Espécie Descolamento 
Branquial 
Hiperplasia Aneurisma 
0ºC e 20 psu Controle N. rossii 1.0 1.0 ---- 
0ºC e 20 psu Experimentais N. rossii 0.052 0.334 ---- 
4ºC e 35psu Controle N. rossii 0.052 5.444 ---- 
4ºC e 35psu Experimentais N. rossii 0.53 1.8 ---- 
4ºC e 20psu Controle N. rossii 0.074 1.512 2.499 
4ºC e 20psu Experimentais N. rossii 0.222 0 1.0 
0ºC e 20 psu Controle N. corriceps 0.0208 1.5 ---- 
0ºC e 20 psu Experimentais N. corriceps 1.435 1.420 ---- 
4ºC e 35psu Controle N. corriceps 0.0361 1.1276 ---- 
4ºC e 35psu Experimentais N. corriceps 1.256 0 ---- 
4ºC e 20psu Controle N. corriceps 0.1546 1.8048 ---- 
4ºC e 20psu Experimentais N. corriceps 0.378 0.357 ---- 
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6. Discussão e Conclusão 
 
O presente trabalho teve por objetivo avaliar a ação do fluoreto sob estresse 
térmico e salino, na estrutura branquial de Notothenia rossii e Notothenia corriceps 
que representam duas das quatro espécies de peixes mais abundantes da Baía do 
Almirantado. Diante disto, duas vias de administração do fluoreto foram escolhidas: 
a via entérica, simulando uma situação que ocorre na natureza e a via peritoneal, 
que possibilita o contato direto do fluoreto com os órgãos onde ele é metabolizado. 
Na literatura existem alguns trabalhos envolvendo fluorose que discutem essas duas 
vias de ação (Camargo, 2003, Camargo e Tarazona,1991; Bacila et al., 1989). 
Os níveis de fluoreto no ecossistema marinho Antártico são elevados e os 
seus mecanismos de ação nos diferentes organismos pertencentes a cadeia trófica 
Antártica é ainda desconhecido. Por exemplo, sabe-se que a concentração de 
fluoreto no exoesqueleto de crustáceos marinhos varia de aproximadamente 20 a 
6000 µgF-/g de peso seco. As maiores concentrações de fluoreto foram encontradas 
no exoesqueleto dos crustáceos antárticos, Euphausia crystallorophias (5977 µgF-/g 
de peso seco) e E. superba (2594 µgF-/g de peso seco), embora a concentração 
muscular sejam relativamente baixas, variando entre 0,78 à 257 µgF-/g de peso 
seco (Adelung et al. 1987; Sands et al. 1998). Não há registros na literatura da 
quantidade de krill, e consequentemente de fluoreto que os peixes antárticos 
ingerem diariamente. Existem somente dados relacionados a valores de fluoreto no 
tecido ósseo de peixes antárticos (Oehlenschlager e Manthey, 1982).  Portanto, a 
dose de fluoreto (15mg/Kg), que corresponderia a 50 gramas de krill por quilo de 
peixe, administrada nos diversos experimentos deste trabalho se baseou em dados 
existentes na literatura relacionados ao consumo diário de krill por pinguins, que 
podem ingerir até um quilo de krill por dia (Volkman, et al, 1980). 
A ação do fluoreto associado ao estresse térmico e salino, neste trabalho, 
foi estudada na estrutura branquial de peixes antárticos, pois as brânquias podem 
exibir alterações morfológicas e funcionais, na presença de agentes estressantes. 
Essas alterações são consideradas por muitos autores, em estudos com peixes 
tropicais, como mecanismos de defesa, já que algumas levam ao aumento da 
distância entre o meio externo e o meio interno, diminuindo assim a área da 
superfície em contato com o agente estressante (Mallat, 1985). Agentes 
estressantes geralmente provocam alterações no tecido branquial promovendo a 
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perda da integridade do epitélio respiratório bem como das células pilares 
adjacentes provocando a diminuição das funções de troca gasosa e regulação iônica 
ocorridas no epitélio respiratório (Mallat, 1985). Deve-se lembrar que, as brânquias 
exercem várias funções nos peixes, estando envolvidas nos mecanismos celulares 
da respiração, osmorregulação e excreção além de locais em que ocorrem à 
depuração de contaminantes, a detoxificação e o metabolismo destes agentes 
tóxicos (Randal, et al., 2000) 
Os experimentos realizados neste trabalho tiveram a duração de 11 dias e a 
maior parte dos espécimes submetidos aos experimentos sobreviveu. Foi observada 
a morte de alguns espécimes, mas de forma isolada. Apesar da aclimatação e das 
medidas visando a diminuição do estresse dos animais em condições laboratoriais, 
provavelmente, essas mortes devem estar relacionadas ao estresse proveniente da 
condição laboratorial, da manipulação durante os bioensaios ou no momento da 
coleta (pesca com anzol e linha) e da própria condição fisiológica do animal 
proveniente da natureza. Existem dados na literatura que indicam que o tecido 
ósseo de animais antárticos tampona os altos níveis de fluoreto da dieta, evitando 
que seus tecidos moles sejam afetados pelo efeito tóxico do fluoreto, assim a 
fluorose por eles apresentada é assintomática (Adelung, et. al., 1985; Camargo, 
2003).  
Não foi observada alteração ultraestrutural quando se utilizou a técnica de 
microscopia eletrônica de transmissão. E houve apenas o registro de uma imagem 
de hiperplasia celular com fusão lamelar, em Notothenia corriceps, animal controle 
da condição 0°C e 35psu. Isto pode ser explicado pelo baixo número de animais 
analisados (n=2) e pela pequena área branquial observada em microscopia 
eletrônica. Não foi utilizado um “n” maior nas análises de microscopia eletrônica 
devido a limitações técnicas e operacionais existentes, principalmente relacionadas 
à manutenção dos microscópios eletrônicos do Centro de Microscopia Eletrônica da 
UFPR. No entanto, acreditamos que as análises histopatológicas não foram 
comprometidas já que as mesmas também foram feitas em microscopia de luz, 
utilizando um “n” e uma área maior de análise. O método de análise utilizado foi o da 
frequência e ausência e nenhuma metodologia morfométrica específica foi utilizada. 
As alterações histopatologias observadas foram pontuais e atingiram pequena área 
branquial. Este fato também dificultou a análise em microscopia eletrônica.  
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Descolamento branquial, hiperplasia e aneurisma foram as alterações 
histopatológicas encontradas nas duas espécies analisadas e desestruturação das 
lamelas secundárias foi observada somente em Notothenia rossii.  Animais controles 
e experimentais apresentaram estas alterações que não diferiram significativamente 
quando verificamos se houve diferença significativa entre os animais controles e os 
experimentais, salvo Notohenia coriiceps exposta a temperatura de O⁰C, salinidade 
de 20psu e fluorose via entérica. Estes resultados sugerem que a presença de 
fluoreto não foi determinante para o aparecimento das alterações histopatológicas. 
Mallat (1985) discute que o surgimento de histopatologias na estrutura branquial de 
peixes pode ser causado por agentes agressores, dentre ele, substancias químicas, 
agentes físicos e/ou biológicos, salinidade e temperatura, estes últimos utilizados 
neste trabalho. As alterações histopatológicas encontradas neste trabalho de 
maneira geral levam à diminuição da eficiência das trocas gasosas e para Mallatt 
(1985) e Fergunson (1995) podem levar inclusive à morte do animal se forem 
combinadas e estarem na forma severa.  
Foi observado apenas no epitélio branquial de espécimes de Notothenia 
rossii, submetidos à  0⁰C e 20psu e 4⁰C em ambas as salinidades, a alteração 
denominada desestruturação de lamelas. Esta histopatologia pode ser causada por 
um agente agressor e é caracterizada por rompimento do epitélio branquial que 
pode levar ao extravasamento de células sanguíneas para o meio externo. A 
desestruturação das lamelas secundárias representa a perda da integridade do 
epitélio respiratório e do padrão estrutural das lamelas devido à morte generalizada 
das células. Essa alteração pode ser revertida por proliferação celular e substituição 
das células mortas (Mallatt, 1985). 
Para Notothenia rossii o descolamento do epitélio respiratório foi observado 
em todas as condições experimentais, nas duas vias de administração de fluoreto. 
Para Notothenia corriceps, a única condição em que não houve registro de 
descolamento foi em animais experimentais com fluoreto administrado via entérica 
submetidos a 0⁰C e 35 psu. O descolamento, assim como a hiperplasia e o 
aneurisma, tem por característica aumentar o espaço entre o sangue e a água. 
Quando muito intenso, pode causar necrose das células epiteliais, provocando 
disfunção respiratória e osmorregulatória (Mallat, 1985; Fergunson, 1995). Pode 
ocorrer influxo de água devido ao descolamento aumentando ainda mais o edema e 
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conseqüentemente a própria patologia (Thophon et al., 2003). Quando se comparou 
os animais experimentais e controle de cada experimento com os animais 
submetidos à condição experimental de 0⁰C e 35psu, sem administração de fluoreto 
via peritonial ou entérico verificamos que nos experimentos de fluorose induzida via 
entérica, o estresse salino (0⁰C e 20psu) pode ter interferido na ocorrência de 
descolamento do epitélio branquial, em ambas as espécies. E o estresse térmico 
(4⁰C e 35psu), em animais experimentais da espécie Notothenia corriceps, também 
pode ter contribuído para a ocorrência dessa patologia, já que houve diferença 
significativa entre esses casos e os animais controle de 0⁰C e 35psu. Fanta et al. 
(1995) trabalhando com  alterações de salinidade em peixes antárticos associaram 
alterações de salinidade com o aumento de descolamento do epitélio branquial. 
A hiperplasia é decorrente da proliferação celular das lamelas secundárias e 
pode levar a fusão de duas ou mais dessas estruturas. Pode diminuir a área de 
contato do epitélio respiratório dificultando assim as trocas gasosas (Ojha, et al., 
1989; Fanta e Machado, 2003). Já, o aneurisma provavelmente está relacionado à 
morte de células pilares, o que resulta na perda de integridade estrutural das 
lamelas secundárias e o consequente acúmulo de células sanguíneas (Van del 
Heuvel et al., 2000). Para Mallatt (1985) é uma adaptação celular reversível, 
voltando a condição normal na ausência do agente agressor.  
Neste trabalho, em Notothenia rossii, a hiperplasia só não foi observada em 
4°C e 20psu, com fluoreto administrado via peritoneal e não houve registro de 
aneurisma nos animais controle de 0⁰C e 20psu na via peritoneal. Já, em Notothenia 
coriiceps percebemos uma menor incidência destas duas patologias. Por exemplo, o 
aneurisma não foi observado em animais submetidos a 4⁰C e 35psu e em animais 
experimentais submetidos a 0⁰C e 20psu  com fluoreto administrado via entérico e 
na via peritoneal em animais experimentais de 0⁰C e 35psu e em nenhum animal 
submetido a 4⁰C e 20psu.  
A menor incidência de patologias em Notothenia coriiceps não significa 
necessariamente que esta espécie é menos sensível ao estresse salino e térmico. 
Outros estudos comparativos devem ser estimulados, já que essas duas espécies 
são endêmicas do continente Antártico e possuem características evolutivas que 
permitem a sua sobrevivência em condições tão extremas.  
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Concluindo, acreditamos que a administração do fluoreto, via entérica ou 
peritonial, não influenciou o surgimento de patologias como o descolamento do 
epitélio respiratório, aneurisma, hiperplasia e desestruturação das lamelas 
secundárias.  As alterações brânquiais relatadas neste estudo não são específicas 
para uma única classe de  agente agressor (Mallat, 1985), podendo ser resultado do 
estresse térmico e salino ao qual os animais deste trabalho foram submetidos. 
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